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2 
第１章 緒論 
 
生殖工学技術とは体外受精や胚培養、胚や配偶子の保存、それらを次世代につ
なぐための胚移植など、生殖細胞を主として扱う技術である。体外での受精法は
一般的な体外受精と顕微授精に分類される。マウスでは 1965 年に培養液中で運
動精子と卵子を受精させる体外受精(in vitro fertilization; IVF)において胚盤胞
まで発生させることが可能となった [1]。ヒトでは 1969 年に IVF に成功し [2]、
1978 年に世界で初めての体外受精児が誕生した [3]。一方で受精の研究を行う
ためにゴールデンハムスターを用いた卵細胞質内精子注入法(intracytoplasmic 
sperm injection; ICSI) による顕微授精の方法が開発されたことで [4]、運動精
子を用いた IVF に対して、運動能が不良、またはもたない精子を授精させるこ
とが可能となった。従って ICSI は生殖工学の基礎分野だけでなく、ヒト不妊治
療に対しても有効な手法となり [5]、現在では非常に重要な技術となっている。
マウス卵は顕微授精における注入刺激に弱いためなかなか成功に至らなかった
が、1995 年にピエゾマイクロマニュピレーター装置の導入によりそれらの問題
が改善された [6]。マウス ICSI の成功によって、in vivo や IVF で受精できな
い要因のある遺伝子改変マウスにおいても受精可能になり、大きな技術的前進
を果たした。さらに伸長精子細胞注入法 (elongated spermatid injection; ELSI)
や円形精子細胞注入法(round spermatid injection; ROSI)の開発にともない、成
熟精子がない場合でも受精が可能となり、生殖工学技術の需要がますます高ま
った。 
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一方、ヒトの不妊に対する治療―生殖補助医療 (assisted reproductive 
technology; ART)の話題が一般的な関心事として取り上げられるようになり、
現在までに世界中で多くの人が治療を施されている。その技術のほとんどは前
述のマウス生殖工学を基礎とした技術であり、現在でも不妊治療の多くはマウ
スの研究をもとにおこなわれている。そしてヒト IVF を確立した Edwards が
2010 年にノーベル賞を取得したことから、今後ますます ART の需要が高まり
発展する医療分野であることが予測されている。しかしながら他の分野とは異
なり次世代に引き継がれる配偶子という特殊な細胞を用いておこなう治療にお
いて、人工的な操作における受精前後の胚の正常性や異常性は常に検証、研究さ
れることが望まれている。 
 
現在新たに注目されていることとして、着床前胚のエピジェネティクスな異
常に関する研究がある。エピジェネティクスとは DNA 塩基配列の変化を伴わず
に後天的に遺伝子発現を制御する機構のことで、DNA メチル化およびヒストン
の化学的な修飾などが主に研究されている。そして細胞が一旦分化すると細胞
分裂を経てもその修飾は安定的に伝播し、細胞の分化状態を維持することが可
能である。Xenopus を用いた Gurdon の研究により、分化した体細胞から未分
化に近い細胞に戻せることが示され [7]、その後エピジェネティクス修飾の消去
や再修飾をおこなう細胞の初期化（リプログラミング）研究分野が発展した。現
在ではリプログラミングの仕組みが詳細に研究され、それらにおける主要な因
子を用いて細胞をリプログラミングすることに成功した結果 [8]、人工多能性幹
細胞(induced pluripotent stem cell; iPS 細胞)が誕生した。2012 年のノーベル
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賞ではリプログラムの分野を大きく発展させたGurdonとYamanakaが受賞し、
Yamanaka らの iPS 細胞作成から短期間での受賞はその研究の意義が生物にと
って非常に重要であることが伺える。 
 
生殖工学の発展やエピジェネティクスの解明が進むに従い、生殖工学技術に
おけるエピジェネティクス異常について調べられるようになった。体外での生
殖工学技術の影響がどのようなエピジェネティクスの異常につながるのか、ま
たエピジェネティクスな異常を正常な状態に戻すことができるかどうかなどが
主に研究されている。マウスの顕微授精技術や ART においては体外で配偶子や
胚を操作し培養することが必然的になる。たとえば初期胚培養において培養条
件や細胞操作により DNA のメチル化が変化することがわかってきており、ART
においても胚の培養法一つでエピジェネティックな影響が出る可能性も考えら
れ、生殖工学による体外での環境や人工的操作によるエピジェネティックな異
常における研究について、今後さまざまなことを明らかになっていくものと考
えられる。 
 
これらの背景から、本研究ではヒト不妊治療で治療が開始されている生殖工
学技術のひとつ ROSI において、マウス ROSI 胚での既存のエピジェネティッ
クな異常を再検証し、さらに新しい知見も併せて詳細に調べた。 
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第２章 マウス円形精子細胞からもたらされた胚のメチル化の異常 
 
2.1. 緒言 
 
受精は卵子と精子の膜融合を必要としないことがウサギ [9]、ウシ [10]、ヒト 
[5]の顕微授精で明らかになった。マウス卵は顕微授精の注入刺激に弱いために
顕微授精の研究が進んでいなかったが、円形精子細胞の利用 [11]で産仔が得ら
れ、さらにピエゾマイクロマニュピレーター（Fig. 2-1）の使用により受精卵の
生存率が上がったことから精子、伸長精子細胞の利用 [6] [11]でも産仔が得られ
るようになった。さらに二次精母細胞 [12]や一次精母細胞を用いた顕微授精 
[13]が試みられ、つまり雄性生殖細胞ゲノムが減数分裂前にすでに胚の発生を支
持するための能力を有していることが示されたが、実用的な顕微授精は現在の
ところ ICSI、ELSI、ROSI となっている。IVF、ICSI、ELSI、ROSI に用いる
精子および精子細胞については精子完成段階において異なり（Fig. 2-2）、精子完
成においてより未成熟である円形精子細胞を用いた ROSI は着床率、産仔率が
低い（Fig. 2-3） [14]。 
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Fig. 2-1. 本研究で用いたピエゾマイクロマニュピレーター 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
B ピエゾドライブ 
C ピエゾコントローラー 
A ピエゾマイクロマニュピレーター 
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Fig. 2-2. 体外受精・顕微授精に用いる配偶子の種類  
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Fig. 2-3. ICSI、ERSI、ROSI におけるそれぞれの成績 
Ogonuki et al., 2013 
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ROSI の胚発生率、産仔率が低い要因としては、人工的な卵活性化におけるカ
ルシウムオシレーションの影響や卵子細胞周期と精子細胞注入タイミングの同
期化不全、受精後の父性ゲノムの DNA 脱メチル化異常、染色体異常など、複合
的な要素が考えられている。精子は卵活性化因子 (sperm-borne oocyte-
activating factor; SOAF)を持つため、卵子の細胞周期を開始させることが可能
である。一方、マウスの円形精子細胞は SOAF をほとんど含まないため、顕微
授精する際には卵子をあらかじめストロンチウムにより活性化することで
meiosis Ⅱ(MⅡ)から TelophaseⅡまで卵子細胞周期を進行させる必要があり、
正常に受精させるには注入のタイミングが重要になる。例えば、卵活性化をさせ
ていない卵子に円形精子細胞を注入した場合、MⅡ卵のもつ M 期促進因子
(metaphase-promoting factor; MPF)により円形精子細胞の核膜が崩壊し、早期
染色体凝集(premature chromosome condensation; PCC) をおこす [15]（Fig. 
2-4 A）。また、卵活性化が TelophaseⅡより先に進み Gap Phase1（G1）に移行
すると、円形精子細胞核の核膜崩壊が起こらずに小さい前核(small pronucleus ; 
sPN)のまま取り残され（Fig. 2-4 B Ⅱ）、卵子側だけ発生が進行してしまう [16] 
[17] [18]。従って、適切なタイミングで円形精子細胞を注入しない場合、PCC を
起こした染色体が前核を形成し、3PN になる（Fig. 2-4 B Ⅲ）、一部が極体とし
て放出され不完全な雄性前核の形成（Fig. 2-4 B Ⅳ）を起こす、などの異常な胚
が作出される。つまりストロンチウムでの卵活性化を行なった後は、個々の細胞
周期の進行を見ながら、迅速に円形精子細胞を注入しなければならない。
Kishigami らの研究では [18]、ストロンチウムの卵活性化で 60 分後に 60％の
卵が TelophaseⅡに進行し、80 分後に 40％近く、100 分後に 90％が G1 になる
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ことが示されている。すなわちストロンチウム活性後 20 分から 40 分までの間
の MPF 活性が失われていないかつ TelophaseⅡになった卵に、円形精子細胞を
注入しなければならないことが理解できる。なお成熟精子における卵活性化時
の卵子内 Ca2+オシレーションの異常ではその後の胚発生に影響を与えることが
知られており [19]、ストロンチウムでは Ca2+オシレーションが起こらないこと
から、ROSI 胚の不安定な要素に影響していると考えられている。  
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Fig. 2-4. ROSI によって作出される様々なタイプの前核期胚 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
A PCC を起こした円形精子細胞(M)  
Ogura et al., 1999 
B ROSI によって作出される様々なタイプの前核期胚 
Kimura et al., 1995 
      
 
 
 
13 
塩基配列の変化を伴わない遺伝子発現制御機構であるエピジェネティクスは
DNA やヒストンの修飾を介して行われ、それらの修飾は発生や分化に伴って組
織特異的に修飾される。精子や卵子は全能性をもたず、それぞれに分化している
状態である。DNA のメチル化は DNA メチル基転移酵素が CpG ジヌクレオチ
ド内のシトシンの 5 位の炭素にメチル基を付加する事により起こる(Fig. 2-5)。
従って、受精卵が全能性を獲得するためにはエピジェネティクスな修飾をリセ
ットするリプログラミングの過程が必要になり、哺乳類の受精卵では、着床まで
の期間にゲノムワイドな DNA 脱メチル化によるリプログラミングがおこなわ
れる [20] [21]受精後の前核期では、前核期 0 (Pronucleus 0; PN0)から PN5 の
ステージに分類され、G1 期に当たる PN1 では受精後約 3 時間で小さな雌雄前
核を形成し、受精後約 4 時間の PN2 ではさらに前核が大きくなる。受精後約 6
時間、PN3 では前核がさらに大きくなり中央に移動し、PN3 後半には DNA 複
製が始まる。受精後約 10 時間の PN4 では雌雄前核が近接し、G2 期に入る受精
後約 12 時間の PN5 では雌雄前核が並列する。これが分裂までの前核期の主な
イベントとなっている(Fig. 2-6) [22]。 
初期胚前核期における DNA 脱メチル化は雌雄前核で非対称に進行する。雌性
ゲノムの脱メチル化は 5-methylcytosine (5mC)レベルにおいて４細胞期から
DNA 複製による希釈を経て桑実期胚で脱メチル化が完了するため、受動的な
DNA 脱メチル化として知られている。一方、精子由来の雄性前核では PN3 で
5mC レベルが著しく低下して脱メチル化されることが観察されており、DNA 複
製を伴わないため、能動的な DNA 脱メチル化として知られている [23]。  
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Fig. 2-5. DNA のメチル化修飾 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 2-6. PN ステージ 1-5 の特徴 
Pierre et al., 1997 
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精子クロマチンは核タンパク質のプロタミンにより高度に凝縮されており、受
精後、脱凝縮とともに卵子内に蓄積されたヒストンを急激にとりこむ。一方、円
形精子細胞はヒストンを主な核タンパクとしており、ROSI における受精時の核
タンパクリモデリングに違いがあると考えられているが、その機序は明らかに
されていない。Kishigami らは円形精子細胞がもたらす能動的な DNA 脱メチル
化が精子のそれと異なることを観察した [24]。その報告では、免疫細胞化学的
に解析した ROSI 胚のメチル化レベルにおいて、PN3 では正常に脱メチル化さ
れるが PN4 で再メチル化することを明らかにした。本研究では ROSI 胚雄性前
核の脱メチル化が過去の報告と同様に異常をきたすのかどうか、またその報告
がなされた時点では、メチル化により 5mC が水酸化さることで 5-
hydroxymethylcytosine (5hmC)に変換される仕組み(Fig. 2-7)がまだ報告され
ていなかったため、ROSI における 5hmC レベルの観察も 5mC と同時におこな
い、ICSI 胚と比べてどのような違いがみられるのかを調べた。 
 
  
      
 
 
 
16 
Fig. 2-7. 5mC から 5hmC への脱メチル化機構 
Gu et.al 2011 
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2.2. 材料及び方法 
2.2.1. 卵子及び雄性生殖細胞の採取 
供試卵子は、8-10 週齢の B6D2F1（日本 SLC）成熟雌マウス腹腔内にウマ絨毛
性性腺刺激ホルモン（PMSG、ピューメックス、日本全薬工業）、48 時間後にヒ
ト絨毛性性腺刺激ホルモン(hCG、あすか製薬)をそれぞれ 7.5 IU 投与し、約 15
時間後に卵管膨大部から採取した。卵子を扱う際の基本的な培養液は 5.6mM グ
ルコース添加 CZB 培地 [25]に 3mg/ml BSA、0.1mg/ml Polyvinyl alcohol (PVA)
を添加したものを用いた。膨大部から回収した卵子－卵丘細胞複合体は 0.1%ヒ
アルロニダーゼ含有 CZB 培地で卵子のみに裸化した。卵子は 37.5℃, 5% CO2 
in air、湿度 100%の培養庫内で CZB 培地を用いて培養をおこない、顕微授精に
は HEPES-buffered CZB 培養液を用いた。 
 精子および円形精子細胞は、10-12 週齢の B6D2F1（日本 SLC）、ICR の成熟
雄マウスの精巣上体および精巣から採取した。精子は精巣上体尾部の血液をろ
紙で十分にぬぐい、注射針を刺し採取した。円形精子細胞は精巣を赤血球溶解液
(155mM NH4Cl、10mM KHCO3、2mM EDTA、pH7.2)、5-10℃、中に置き精
巣の白膜を除去した。精細管の塊を GL-PBS( 5.6mM D-glucose、5.4mM sodium 
lactate、0.1mg/ml PVA) 、5-10℃、中に移し、細断して穏やかにピペッティン
グした。細胞懸濁液は 37μm のナイロンメッシュでろ過後、GL-PBS で 3 回洗
浄して(200g、4 分間)、最終的に 100μl の GL-PBS に懸濁し 4℃保存した。 
 
2.2.2. 顕微授精 
マウス卵への顕微授精はピエゾドライブマイクロマニュピレータ（プライムテ
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ック）を用いて、微分干渉（ノマルスキー）倒立顕微鏡下で減数第二分裂中期の
卵子に円形精子細胞を注入した [17]。 
円形精子細胞は卵活性化因子を持たないため 3mM-7.5mM の塩化ストロンチウ
ム-CZB カルシウム不含培地で 20 分の卵活性化をおこなった。ICSI では精子
の卵活性化因子を熱処理で不活性化（56℃、45 分）したものを、ROSI 同様に
活性化卵子に注入した。 
 
2.2.3. 免疫細胞化学 
顕微授精後の胚は CZB 培地を用いて 37.5℃、5% CO2 in air、で 4、6、10 時間
培養した。各タイムポイントに達した前核期胚を 4%PFA で室温、15 分固定し、
0.01％ PVA-PBS で 3 回洗浄した。胚の透明帯除去のため、酸性タイロード（pH 
2.5）液に固定した胚を 10 分間処理して、PBS で胚を 3 回洗浄した。次に 0.02% 
Triton X-100-3%BSA-PBS を用いて胚の細胞膜の透過処理を室温、60 分間おこ
ない、PBS で 3 回洗浄した。4N HCl に室温、30 分間処理して、3 回洗浄をお
こない、100mM EDTA pH8.0 の溶液で室温、15 分間を 2 回繰り返し 3%BSA-
PBS で 3 回洗浄した。１次抗体として 3% BSA-PBS 溶液に 5mC（Calbiochem, 
NA81, 1:1000）、5hmC（Active Motif, 39769, 1:1000）をそれぞれの濃度に希
釈し、混合した溶液に胚を入れて一晩、4℃で染色をおこなった。翌日、3% BSA-
PBS で３回洗浄をおこない、5mC に対する 2 次蛍光標識抗体（Alexa Fluor 488-
labeled goat anti-mouse IgG, 1:1000）と 5hmC に対する 2 次蛍光標識抗体
（Alexa Fluor 594-labeled donkey anti-rabbit IgG, 1:1000）を 3% BSA-PBS
溶液に混ぜ、遮光下で胚を室温、１時間染色した。それぞれの染色は最後に PBS
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で３回洗浄し、ホールマウント封入を行い CV1000(横河電気)で蛍光シグナルの
観察と ImageJ による前核期胚のイメージング解析をおこなった。 
 
2.2.4. 前核期胚のイメージング解析 
前核期胚における 5mC、5hmC 免疫細胞化学の蛍光強度の測定では、胚の Z
軸(80μm)を 3μm 毎に撮影して、28 枚の画像をスタックした画像を用いた。
それらの画像から ImageJ ソフトによる解析をおこない、すなわち雌性前核、雄
性前核それぞれを囲んだ範囲の蛍光強度を平均値として数値化した。それぞれ
の値から同一胚における雄性前核/雌性前核の比（Male Female ratio; M/F ratio）
を求めた。 
 
2.2.5. 統計解析 
ICSI と ROSI における 5mC、5hmC それぞれの M/F ratio は対応のない 2
群の比較(Student’s t-test)を用いて解析された。P 値＜0.05 を有意とみなした。 
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2.3. 結果 
5mC、5hmC の免疫細胞化学の結果から、ICSI 胚では既知の報告と同様に
PN3 の雄性前核において、顕著な 5mC レベルの低下と 5hmC レベルの上昇が
みられた(Fig. 2-8)。一方、ROSI 胚では、ICSI と同様の胚と ROSI 胚特異的と
みられる 5mC レベルが雌性前核と同等かつ 5hmC レベルも雌性前核と同様で
ある DNA 脱メチル化不全の胚が一部に観察された。次にイメージング解析か
ら、M/F ratio を求めグラフ化した(Fig. 2-9.)。5mC レベルにおいては、ICSI で
の M/F ratio が PN3(平均値 0.4931、n=22)、PN4（平均値 0.5510、n=14）と
もに一般的に知られている値と同様の傾向であった。一方、ROSI 胚では PN3(平
均値 0.8281、n=42)、PN4（平均値 0.8094、n=45）のそれぞれの PN ステージ
において、ICSI と比較して雄性前核の 5mC レベルが有意に高くみられ(PN3、
PN4 ともに P<0.05)、ROSI 胚における DNA 脱メチル化不全が明らかになった
(Fig. 2-9. A.)。また 5hmC レベルにおいては、ICSI 胚の PN3 (平均値 2.274、
n=22)、PN4（平均値 1.797、n=14）ともに 5hmC レベルの上昇が観察された
が、ROSI 胚は PN3(平均値 1.979、n=42)、PN4（平均値 1.791、n=45）で ICSI
胚に比べて 5hmC レベルが低いものの、有意差は見られなかった(Fig. 2-9. B)。
異なるマウスの系統においても同様の現象がみられるかどうか、ICR の精子お
よび円形精子細胞を用いて実験を行った。その結果、PN3 における 5mC レベル
では ICSI(平均値 0.4667、n=25)に比べて ROSI(平均値 0.8942、n=24)で 5mC
レベルが有意に高くみられ、また、PN3 における 5hmC レベルでは ICSI(平均
値 1.676、n=25)に比べて ROSI(平均値 1.690、n=24)で 5hmC レベルが低いも
のの有意差は見られず、BDF1 と同様の結果となった(Fig. 2-9. A B)。さらに、
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同一胚における 5mC と 5hmC がどのような関係にあるかを調べた(Fig. 2-10)。
ICSI 胚では PN1、PN2 でまだ DNA 脱メチル化が始まっておらず、5mC と
5hmCは並行に近い関係にある。能動的DNA脱メチル化の起こるPN3で 5mC、
5hmC の関係が一定の傾きで示され、その関係は PN4 も維持されていた(Fig. 2-
10. A.)。この傾きはすなわち雄性前核の 5mCレベルが脱メチル化により低下し、
同時に水酸化された 5hmC レベルが上昇した際の脱メチル化における 5mC と
5hmC の正常な関係を示す。一方、ROSI 胚では PN3 で ICSI 胚と同様の傾き
が観察されたが、一部で傾きが緩やか、または平行な異常な胚が見られ、その関
係は PN4 でも維持されていた(Fig.2-8. B)。この一部の異常な傾きはすなわち雄
性前核の 5mC レベルが高いレベルを維持し、同時に水酸化が十分行われなかっ
た結果、5hmC レベルが低いままである DNA 脱メチル化不全の関係を示す。異
なる系統においても同様の現象がみられるかどうか、ICR の精子および円形精
子細胞を用いた ICSI 胚と ROSI 胚を用いて解析をおこなったところ、BDF1 マ
ウスの結果と同様に ROSI 胚の一部で脱メチル化不全における 5mC と 5hmC
の関係を示した(Fig. 2-10. C)。 
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Fig. 2-8. ROSI 胚雄性前核 5mC, 5hmC の免疫細胞化学 
PN3 において正常な ICSI 胚と一部の異常な ROSI 胚を観察した。 
ICSI では同一胚において、5mC の M/F ratio が 0.21、5hmC の M/F ratio が 1.76 であっ
た。一方 ROSI 胚の一部では 5mC の M/F ratio が 0.81、5hmC の M/F ratio が 0.99 と、
5mC の顕著な脱メチル化がみられなかった。Scale bar, 25μm. 
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Fig. 2-9. PN3、PN4 における ICSI 胚と ROSI 胚それぞれの 5mC、5hmC
の M/F ratio.  
 
A) 5mC M/F ratio は ICSI 胚に比べて ROSI 胚で PN3、PN4 ともに有意に高く、雄の配偶
子に ICR を用いても同様の結果であった。 
B) 5hmC M/F ratio は ICSI 胚に比べて ROSI 胚で PN3、PN4 ともに低かったが、有意差
はなかった。また雄の配偶子に ICR を用いても同様の結果であった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
A) 5mC 
B) 5hmC 
Male: B6D2F1 x Female: B6D2F1 Male: ICR x Femal e: B6D2F1 
Male: B6D2F1 x Female: B6D2F1 
 
Male: ICR x Femal e: B6D2F1 
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Fig. 2-10. 同一胚における 5mC-5hmC の関係 
PN1-PN4 における ICSI 胚と ROSI 胚の 5mC、5hmC の関係を示した。 
A) ICSI 胚では PN3、PN4 とも 5mC の低下とそれにともなう 5hmC の上昇がみられた。 
B) ROSI 胚では、PN3、PN4 において ICSI 胚と同様の関係を示す胚と、5mC-5hmC の傾
きが穏やか、または平行に近い異常な胚がみられた。 
C) ICR の ICSI 胚、ROSI 胚でも PN3 において B6D2F1 と同様の関係がみられた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
                                                      
A)  Male: B6D2F1 x Female: B6D2F1 
Male: ICR x Female: B6D2F1 
 
B)  
C)  
Male: B6D2F1 x Female: B6D2F1 
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2.4. 考察 
本研究では ROSI 胚前核期雄性前核の 5mC レベルと 5hmC レベルの異常性
を初めて明らかにした。一部の ROSI 胚では PN3 から脱メチル化不全がみられ、
高い 5mC レベルが保たれたまま、PN4 においても同様の関係が維持されたこ
とから、Kishigami [24]らが示したように、ROSI 胚において一旦脱メチル化が
起こりその後再メチル化されるという結果とは異なった。ROSI 胚は ICSI 胚と
比較して 5mC レベルにおいて有意に高い値であったが、その水酸化産物である
5hmC レベルに有意な低下が見られなかった事に関しては、5hmC が最終産物
ではないことに原因がある可能性も考えられる。5hmC は水酸化の最終産物で
はなく、さらなる変換を受け、5-formylcytosine (5fC)、5-carboxylcitosine (5caC)
に変換される [26] [27]。従って、本研究の 5hmC の結果においても 5fC や 5caC
などのさらなる水酸化を受けている可能性は否定できないと考えられる。 
本研究の結果を受けて、前核期雌性前核での能動的 DNA 脱メチル化におい
てROSI胚で異常がみられることから、ROSI胚の一部の脱メチル化不全は 5mC
から 5hmC への変換に必要な水酸化酵素の異常にあるのではないかと考えた。
そこで、次に 5mC から 5hmC への水酸化を担う ten-eleven translocation 3 
(Tet3)のタンパク質局在を調べることにした。 
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第３章 ROSI 胚前核期における Tet3 タンパク質分布の異常 
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第３章 ROSI胚前核期における Tet3タンパク質分布の異常 
3.1. 緒言 
雄性前核の能動的な DNA 脱メチル化機構は、水酸化酵素である Tet3 タンパ
ク質による 5mC から 5hmC への水酸化反応であることが近年明らかにされた 
[28] [29] [30] [31]。Tet3 の mRNA はノックダウンの研究から未受精卵と前核
期の受精卵に多くプールされていることが明らかになっている [29]。能動的
DNA 脱メチル化において、卵細胞に蓄えられた Tet3 タンパク質は、受精後、
PN3 で雄性前核に強い局在を示し、5mC を水酸化する [28]。すなわち、前核期
における雄性前核の能動的 DNA 脱メチル化を正常に進行させるには PN3 にお
ける雄性前核の Tet3 タンパク質局在が必要である。本研究では、第 2 章で明ら
かになった ROSI 胚にみられる能動的 DNA 脱メチル化不全が 5mC の水酸化を
担う Tet3 タンパク質の異常によるものかどうか、Tet3 タンパク質の顕著な局在
を示す PN3 を中心に IVF 胚、ICSI 胚、ROSI 胚を用いて調べた。 
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3.2. 材料及び方法 
3.2.1. 卵子及び雄性生殖細胞の採取 
供試卵子は、8-10 週齢の B6D2F1（日本 SLC）成熟雌マウス腹腔内にウマ絨
毛性性腺刺激ホルモン（PMSG、ピューメックス、日本全薬工業）、48 時間後に
ヒト絨毛性性腺刺激ホルモン(hCG、あすか製薬)をそれぞれ 7.5 IU 投与し、約
15 時間後に卵管膨大部から採取した。卵子を扱う際の基本的な培養液は 5.6mM
グルコース添加 CZB 培地 [25]に 3mg/ml BSA、0.1mg/ml Polyvinyl alcohol 
(PVA)を添加したものを用いた。膨大部から回収した卵子－卵丘細胞複合体は
0.1%ヒアルロニダーゼ含有 CZB 培地で卵子のみに裸化した。卵子は 37.5℃, 5% 
CO2 in air、湿度 100%の培養庫内で CZB 培地を用いて培養をおこない、顕微
授精には HEPES-buffered CZB 培養液を用いた。 
 精子および円形精子細胞は、10-12 週齢の B6D2F1（日本 SLC）成熟雄マウ
スの精巣上体および精巣から採取した。精子は精巣上体尾部の血液をろ紙で十
分にぬぐい、注射針を刺し採取した。円形精子細胞は精巣を赤血球溶解液
(155mM NH4Cl、10mM KHCO3、2mM EDTA、pH7.2)、5-10℃、中に置き精
巣の薄膜を除去した。精細管の塊を GL-PBS( 5.6mM D-glucose、5.4mM sodium 
lactate、0.1mg/ml PVA) 、5-10℃、中に移し、細断して穏やかにピペッティン
グした。細胞懸濁液は 37μm のナイロンメッシュでろ過後、GL-PBS で 3 回洗
浄して(200g、4 分間)、最終的に 100μl の GL-PBS に懸濁し 4℃保存した。 
 
3.2.2. IVF 
 精巣上体尾部から取り出した精子はあらかじめ 37℃インキュベーターで平衡
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化した 400μl の human fallopian tube fluid (HTF) [32] に入れ 45 分間培養し
た。膨大部をあらかじめ 37℃インキュベーターで平衡化した培養皿の oil 内に
入れ、針先で膨大部を破き、卵子－卵丘細胞複合体を誘導し HTF のマイクロド
ロップ 80μl に移した。精子培養後に 100-300 sperms/μl になるように精子を
卵子－卵丘細胞複合体のドロップに媒精し、運動精子が十分にあることを確認
した後に 37.5℃, 5% CO2 in air、湿度 100%の培養庫内で受精させた。媒精後 4
時間で卵子－卵丘細胞複合体が外れ、第 2 極体と 2 前核の確認できた胚を HTF
で洗浄して卵丘細胞を落とし、その後 CZB 培地に移して培養した。 
 
 
3.2.3. 顕微授精 
マウス卵への顕微授精はピエゾドライブマイクロマニュピレータ（プライム
テック）を用いて、微分干渉（ノマルスキー）倒立顕微鏡下で減数第二分裂中期
の卵子に円形精子細胞を注入した [17]。 
円形精子細胞は卵活性化因子を持たないため 3mM の塩化ストロンチウム-CZB 
カルシウム不含培地で 20 分の卵活性化をおこなった。ICSI は精子の卵活性化
因子を熱処理で不活性化(56℃、45 分)したものを、ROSI 同様に活性化卵子に注
入した。 
 
3.2.4. 免疫細胞化学 
顕微授精後の胚は CZB 培地を用いて 37.5℃、 5% CO2 in air、で 6 時間培養し
た。前核期胚を 4%PFA で室温、15 分固定し、0.01％ PVA-PBS で 3 回洗浄し
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た。胚の透明帯除去のため、酸性タイロード（pH 2.5）液に固定した胚を 10 分
間浸して処理して PBS で胚を 3 回洗浄した。次に 0.02% TritonX-100-3%BSA-
PBS を用いて胚の細胞膜の透過処理を室温、60 分間おこない、PBS で 3 回洗
浄した。Tet3 の 1 次抗体として 3% BSA-PBS 溶液に Tet3 抗体（Shanghai 
Institutes for biological Science、Guo-Liang Xu 博士より寄与、Tet3C、1:50000）
を混ぜ、その溶液に胚を入れ一晩、4℃で染色をおこなった。Tet3 抗体に対する
2 次蛍光標識抗体（Alexa Fluor 555-labeled donkey anti-rabbit IgG, 1:1000）
を 3% BSA-PBS 溶液に混ぜ、胚を室温、遮光して１時間染色した。それぞれの
染色は最後に PBS で３回洗浄し、DAPI（4',6-Diamidino-2-phenylindole, 
dihydrochloride）入り封入剤と一緒にホールマウント封入を行い CV1000 で蛍
光シグナルの観察と ImageJ による前核期胚のイメージング解析おこなった。 
 
3.2.5. 前核期胚のイメージング解析 
前核期胚における Tet3 タンパク質の免疫細胞化学の蛍光強度の測定では、胚
の Z 軸(80μm)を 3μm 毎に撮影して、28 枚の画像を取得した。Tet3 タンパク
質の免疫細胞化学では、卵子細胞質に Tet3 タンパク質がプールされており、
免疫細胞化学をおこなうと卵子全体に微量に Tet3 タンパク質が検出される。
そのため、画像をスタックするとそれらのシグナルで前核の蛍光がマスクされ
てしまう。従って、DAPI 染色の観察で前核が最大径である Z 軸 1 枚を測定に
用いた。それらの画像を用いて ImageJ ソフトによる解析をおこない、雌性前
核、雄性前核それぞれを囲んだ範囲の蛍光強度を平均値として数値化した。そ
れぞれの値から M/F ratio を求めた。 
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3.2.6. 統計解析 
IVF と ICSI、ROSI における Tet3 タンパク質局在の M/F ratio は独立 2 群の比
較(Mann-Whitney U-test)を用いて解析された。P 値＜0.05 を有意とみなした。 
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3.3. 結果 
本研究では、第 2 章で明らかになった ROSI 胚にみられる能動的 DNA 脱メ
チル化不全の原因が、5mC から 5hmC の変換を担う水酸化酵素 Tet3 タンパク
質にあるかどうかを調べた。IVF で得られた胚の Tet3 タンパク質における免疫
細胞化学では、雌性前核では弱く、雄性前核では強い局在が観察され(Fig. 3-1 A)、
既報の研究と同様の結果であり、雄性前核で顕著に 5mC から 5hmC へ水酸化
されていることを示している。ICSI でも IVF 同様に Tet3 タンパク質局在がみ
られた（Fig. 3-1. B)。一方 ROSI 胚では雄性前核の Tet3 タンパク質局在が弱く
みられた(Fig. 3-1. C)。Tet3 タンパク質は卵子に蓄積されているため、Z 軸をス
タックすることができない。従って、取得した雌雄前核それぞれの最大径の Z 軸
1 枚のみを抽出し Tet3 タンパク質局在における M/F ratio を求めた。それらの
数値をグラフ化したところ、IVF胚（平均値 1.47、n=11）、ICSI胚（平均値 1.34、
n=30）ROSI 胚（平均値 1.18、n=34）において IVF と ICSI 間で有意差はみら
れなかったが、IVF と ROSI 間、 ICSI と ROSI 間ではそれぞれ有意に Tet3 タ
ンパク質局在が低下していることが明らかになった(Fig. 3-2.) 。次に雌雄前核
それぞれにおいて、Tet3 のタンパク質局在のパターンをもとに、Type-1 から
Type-4 の 4 タイプに分類した(Fig. 3-3. A)。1 つの胚の雄性前核の Type から雌
性前核の Type の差を求め、個々の胚の雌雄前核の関係におけるパターンの分布
を調べた (Fig. 3-3. B)。それらの差の分布をグラフ化したところ、IVF では雌
雄差が大きく、ROSI 胚では雌雄差が小さく、ICSI 胚ではその中間に当たるパ
ターンが多く見られることが明らかになった(Table. 3-1.、Fig. 3-4.)。これらの
結果からROSI胚では5mCから5hmCへ水酸化するために必要な水酸化酵素、
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Tet3 タンパク質の局在が雄性前核で低下していることが明らかになった。 
 
 
Fig. 3-1. ROSI 胚前核期での Tet3 タンパク質局在 
PN3 での ROSI 胚の Tet3 免疫細胞化学。A) IVF 胚では雌前核で Tet3 タンパク質の弱いシ
グナル、雄性前核では強いシグナルがみられた。 B) ICSII 胚では雌性前核の Tet3 タンパ
ク質局在が IVF より強く認められたものの、雄性前核の局在も強い胚がみられた。C) 一
方、ROSI 胚では雄性前核の Tet3 タンパク質局在が雌性前核と同等のシグナルの胚がみら
れた。赤: Tet3、青: DAPI 
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Fig. 3-2. ROSI 胚雄性前核での Tet3 タンパク質局在 
ICSI 胚、ROSI 胚それぞれの Tet3 タンパク質局在の免疫細胞化学像から M/F ratio を
求めた。IVF、ICSI、ROSI の順で Tet3 タンパク質の M/F ratio が低下した。IVF と
ICSI では有意差は見られなかったが、ICSI と ROSI、IVF と ROSI では有意差がみら
れた。 
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Fig. 3-3. ROSI 胚雌雄前核での Tet3 タンパク質発現強度のタイプ別における
差異 
 
A) Tet3 タンパク質の免疫細胞化学の蛍光強度パターンを Type-1 から Type-4 に分類した。 
Type-4 前核の形と同等のはっきりした強い染色が認められる 
Type-3 前核の形と同等のそれほど強くも無い染色が認められる 
Type-2 弱い染色が認められる 
Type-1 かなり弱い染色しか認められない 
B) それぞれの手技における代表的な Tet3 タンパク質の免疫細胞化学像。ROSI では 2 タ
イプの雌雄差の染色像が多くみられた。 
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Table. 3-1. 前核期胚の PN3 における Tet3 局在パターンの割合 
 
  
 
 
 
 
Fig. 3-4. 前核期胚の PN3 における Tet3 局在パターンの割合 
Table. 1.をグラフ化したもの。IVF では雌雄差 3、ICSI では雌雄差 2、ROSI では雌雄差 1
が多く見られた。 
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3.4. 考察 
 
本研究では、Tet3 のタンパク質局在が ROSI 胚の雄性前核で有意に低下して
いる事を明らかにした。また、Tet3 タンパク質局在パターンは雌雄前核の差異
において IVF、ICSI、ROSI の順に小さくなった。ROSI 胚では約 80%が雌雄差
1 または 0 という結果から、ROSI 胚雄性前核における Tet3 タンパク質局在低
下が示唆された。従って、ROSI 胚にみられる能動的 DNA 脱メチル化不全の原
因は 5mC から 5hmC への水酸化を担う Tet3 タンパク質局在の雄性前核におけ
る有意な低下であることが明らかになった。 
ICSIとROSIで異なる点では、雄の配偶子の精子完成における成熟度の違い
が大きい(Fig. 2-2.)。精子完成における成熟度は、精子核タンパク質構成に依
存する。円形精子細胞ではその主な構成タンパク質は体細胞型ヒストンであ
り、精子完成に従って精子特異的なプロタミンタンパク質に置換される。正常
な精子は卵細胞内で速やかに卵細胞由来のヒストンバリアントH3.3を取り込む
ことが知られている [33] [34]。H3.3をノックダウンした卵では、精子が正常
にH3.3を取り込むことができないだけでなく、全てのコアヒストンの取り込み
が行われず、前核の大きさも30%小さくなることが知られている [35]。従っ
て、受精直後に卵子由来のH3.3を得ることは、雄性前核形成において大変重要
である。また、雌性前核では、雄性前核に比べて顕著な脱メチル化を示さない
が、その理由としてDNA脱メチル化を保護するための機構が存在する [36]。
すなわち雄性前核由来の体細胞型ヒストンを保有することで雌性前核同様に保
護機構が働き、Tet3の水酸化における脱メチル化が阻害されてしまう可能性が
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考えられる。もし円形精子細胞由来のヒストンが、卵細胞由来のヒストンに迅
速に置換されない場合は、それらを起因とするさまざまなエピジェネティクス
な問題が起こる可能性が考えられ、また第2章と本章で明らかにしたROSI胚に
みられる能動的DNA脱メチル化不全の根本的な原因となるかもしれない。そこ
で、次に円形精子細胞由来のヒストンが卵細胞に持ち込まれた際に、迅速に卵
子由来ヒストンに置換されるかどうか、ライブセルイメージングを用いて調べ
た。 
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第４章 ROSI 胚前核期における DNA メチル化と 
ヒストン置換のライブセルイメージング 
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第４章 ROSI 胚前核期における DNA メチル化とヒストン置換のライ
ブセルイメージング 
4.1. 緒言 
マウス前核期は受精後 12 時間という短い期間であるが、多くのイベントをと
り行なう。これらのイベントはライブセルメージング、すなわち生きたままの胚
を経時的に画像取得することができるシステムを用いることで観察することが
できる [37] [38] [39]。また、明視野、蛍光の x、y、z 軸の画像を取得できるの
で、ターゲットの分子に蛍光標識をつけることでさまざまな観察に応用できる
利点がある。このシステムでは、前核期から 3 日間ほど蛍光シグナルを連続撮
影して、それらの胚をその後移植し産仔が得られることから、初期発生において
非常に低侵襲的で有用なシステムである [40]。 
DNA メチル化の免疫細胞化学では DNA の酸変性などを用いて抗原を露出さ
せるため、5mC そのものを生体内で標識して検出することは難しい。DNA のメ
チル化を認識して転写抑制をおこなうタンパク質の一つに60アミノ酸のメチル
化 DNA 結合タンパク質ドメイン (Methyl CpG binding domain; MBD)をもつ
MBD タンパク質がある [41]。MeCP2、Mbd1、Mbd2、Mbd3、Mbd4 の 5 つ
のファミリーがあるが、Mbd1 はヒストンメチル化酵素やヘテロクロマチン結合
タンパク質などと結合することで転写抑制に働いている。初期胚でライブセル
イメージングを行う場合、強力なプロモーターを用いても 2 細胞期以降しか蛍
光シグナルが発現しないため [42]、mRNA を未受精卵にマイクロインジェクシ
ョンする方法を用いて [43]、Yamagata らは卵子で効率よく翻訳する合成
mRNA を用いて前核期から MBD タンパク質発現を可視化できる mRNA 発現
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を用いたライブセルイメージング法を開発した [38]。Yamazaki らの EGFP-
MBD-mRNA 注入卵を用いたライブイメージングの観察から、ICSI 胚と ROSI
胚のメチル化レベルは ICSI の M/F ratio では低く、ROSI の M/F ratio では高
くなっていることが明らかになった [39]。この結果は本研究の第 2 章、ROSI 胚
における高い 5mC レベルを反映していると考えられ、本研究にこのシステムを
取り入れ、ROSI 胚のメチル化レベルの指標とした。 
ROSI と ICSI でと異なり、円形精子細胞からのヒストンの持込が考えられる
ため、本研究ではライブセルイメージング法を用いて ROSI 胚由来ヒストンが
卵細胞でどのような振る舞いを行うのか、R26-H2B-EGFP マウスの円形精子細
胞を用いてシグナルが消失する時間を観察した。また、卵にはあらかじめ
mCherry-MBD mRNA 注入をおこない、受精後 PN3 における MBD メチル化
シグナルをヒストンシグナルと同時に取得した。 
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4.2. 材料及び方法 
4.2.1. 卵子及び雄性生殖細胞の採取 
供試卵子は、8-10 週齢の B6D2F1（日本 SLC）成熟雌マウス腹腔内にウマ絨
毛性性腺刺激ホルモン（PMSG、ピューメックス、日本全薬工業）、48 時間後に
ヒト絨毛性性腺刺激ホルモン(hCG、あすか製薬)をそれぞれ 7.5 IU 投与し、約
15 時間後に卵管膨大部から採取した。卵子を扱う際の基本的な培養液は 5.6mM
グルコース添加 CZB 培地 [25]に 3mg/ml BSA、0.1mg/ml Polyvinyl alcohol 
(PVA)を添加したものを用いた。膨大部から回収した卵子－卵丘細胞複合体は
0.1%ヒアルロニダーゼ含有 CZB 培地で卵子のみに裸化した。卵子は 37.5℃, 5% 
CO2 in air、湿度 100%の培養庫内で CZB 培地を用いて培養をおこない、顕微
授精には HEPES-buffered CZB 培養液を用いた。 
円形精子細胞は、 10-12 週齢の ROSA26-H2B-EGFP （ RIKEN CDB, 
CDB0238K）ホモ成熟雄マウスの精巣から採取した。精巣を赤血球溶解液 
(155mM NH4Cl、10mM KHCO3、2mM EDTA、pH7.2)、5-10℃、中に置き精
巣の薄膜を除去した。精細管の塊をGL-PBS ( 5.6mM D-glucose、5.4mM sodium 
lactate、0.1mg/ml PVA) 、5-10℃、中に移し、細断して穏やかにピペッティン
グした。細胞懸濁液は 37μm のナイロンメッシュでろ過後、GL-PBS で 3 回洗
浄して(200g、4 分間)、最終的に 100μl の GL-PBS に懸濁し 4℃保存した。 
 
4.2.2. 顕微授精 
MBD タンパク発現卵は 5 ng/μl の mCherry-MBD-NLS mRNA(大阪大学 山
縣一夫博士より寄与)をピエゾドライブマイクロマニュピレータにより注入し作
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成した。mRNA 注入 4 時間後に減数第二分裂中期の卵子に円形精子細胞または
精子を注入した。円形精子細胞は卵活性化因子を持たないため 3mM-7.5mM の
塩化ストロンチウム-CZB カルシウム不含培地で 20 分の卵活性化をおこなっ
た。精子の卵活性化因子を熱処理で不活性化(56℃、45 分)し、ROSI 同様に活性
化卵子に注入した。 
 
4.2.3. 胚のライブセルイメージング 
CV1000（横河電気）を用いて 37℃, 5% CO2 in air、湿度 100%の条件下でラ
イブセルイメージングをおこなった。レーザーの強さは、胚へのダメージを最小
限にとどめるため、10 倍観察のときに 0.1mW の強さになるよう調整した。胚
の観察は 60倍の対物レンズでおこなった。30分～45分毎に 1回撮影を行ない、
約 18 時間撮影した。 
 
4.2.4. 前核期胚のイメージング解析 
ライブセルイメージングにおける MBD タンパク質の蛍光強度の測定と円形精
子細胞の H2B のヒストン置換の観察では、胚の Z 軸(80μm)を 3μm 毎に撮影
して、28 枚の画像をスタックした画像を作成した。MBD は ImageJ ソフトに
よる解析をおこない、すなわち雌性前核、雄性前核それぞれを囲んだ範囲の蛍
光強度を平均値として数値化し、それぞれの値から M/F ratio を求めた。
EGFP-H2B のヒストン置換の観察では円形精子細胞の EGFP のシグナルが目
視で追跡できなくなった時点をシグナル消去の時間とした。 
 
      
 
 
 
44 
4.2.5. 統計解析 
円形精子細胞からもたらされる EGFP-H2B のヒストン置換にかかる時間と
Blastocyst 発生の有無の関係について Mann Whitney test を用いて 2 群間の有
意差を求めた。またライブセルイメージングから得られた PN3 における MDB 
M/F ratio と EGFP-H2B マウスの円形精子細胞が消失する時間の相関関係を求
めるためにピアソンの相関係数を用いた。P 値＜0.05 を有意とみなした。 
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4.3. 結果 
本研究では EGFP-H2B マウスの円形精子細胞由来ヒストンが卵細胞でどの
ような振る舞いを行うのかを調べた。円形精子細胞由来の EGFP-H2B は ROSI
後に卵細胞質のヒストン（無標識）への置換によりシグナルの消失を確認するこ
とができた(Fig. 4-1)。また、EGFP-H2B 精子においてはシグナルがみられない
ことを確認した(図は未提示)。経時的にROSI胚における円形精子細胞のEGFP-
H2B シグナル観察をしたところ、短時間でシグナルが消失する胚(Fig. 4-1 A)と
長時間シグナルが留まる胚(Fig. 4-1 B.)がみられた。そこで EGFP-H2B シグナ
ルが消失した時間が胚盤胞発生に関与するかどうかを調べた。胚盤胞になった
グループ(n=13)と胚盤胞にならなかったグループ(n=7)の 2 群間を比較したとこ
ろ、EGFP-H2B シグナルが消失した時間の分布に有意差はみられなかった(Fig. 
4-2.)。次に EGFP-H2B シグナルが消失した時間と DNA 脱メチル化異常に関係
があるかを調べた。mCherry-MBD-NLS mRNA 注入卵の ROSI において
EGFP-H2B 円形精子細胞を用いた ROSI 胚の H2B ヒストン置換にかかる時間
と、PN3 における MBD メチル化レベルの関係を調べた結果(Fig. 4-3.)、それら
に相関がみられた (Pearson’s correlation coefficient, r=0.700, n=16, p<0.05)。 
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Fig. 4-1. EGFP-H2B 円形精子細胞を用いた ROSI 胚の H2B ヒストン置換
の観察 
EGFP-H2B マウスの円形精子細胞を用いた ROSI 後の経時的なシグナル観察におい
て、3 時間で EGFP-H2B シグナルが消失する ROSI 前核期胚(A)とシグナル消失まで
に 5 時間 30 分を要する ROSI 前核期胚(B)の雄性前核像。 
 
 
A) 
 
 
 
 
 
 
B) 
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Fig. 4-2. EGFP-H2B 円形精子細胞を用いた ROSI 胚の H2B ヒストン置換
と blastocyst 発生の関係 
EGFP-H2B 円形精子細胞を用いた ROSI 胚の H2B ヒストン置換にかかる時間と
Blastocyst 発生の関係に有意差は見られなかった ( Mann Whitney test, p=0.4950) 
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Fig. 4-3 EGFP-H2B 円形精子細胞を用いた ROSI 胚の H2B ヒストン置換の
観察と MBD の関係 
EGFP-H2B 円形精子細胞を用いた ROSI 胚の H2B ヒストン置換にかかる時間と
mCherry-MBD-NLS mRNA 注入卵の PN3 におけるメチル化レベルに相関がみら
れた( Pearson’s correlation coefficient, r=0.700, n=16, p<0.05)。 
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4.4. 考察 
本研究の結果から、ROSI 胚では円形精子細胞由来のヒストンが卵由来のヒス
トンと入れ替わる置換時間に幅があり、またその置換にかかる時間と同一胚で
観察される DNA メチル化に有意な正の相関がみられることが明らかとなった。
すなわち能動的 DNA 脱メチル化が起こる PN3 において、円形精子細胞由来ヒ
ストンが迅速に置換されないことが ROSI 胚に影響を及ぼしている可能性が示
唆された。 
Ogonuki ら [14]の ICSI、ELSI、ROSI 胚の着床率、産仔率については、ELSI
と ROSI に大きな隔たりがあると考えられている。この仮定は Ohta [44]らの知
見と一致し、胚発生をサポートするための能力は伸張精子細胞(精子形成段階の
9-10 ステップ)が生殖能力のためのポイントであり、成熟した精子と同様の潜在
能力を獲得しているのではないか、というものである。核での大きなイベントと
して、step8-12 にコアヒストンがグローバルにアセチル化し、step12-13 にアセ
チル化ヒストンが転移タンパク質に置換されることが知られている [45] [46]。
これらの現象は、その後に続く精子核特異的タンパク質プロタミンへの置換を
容易にするためのステップであると考えられている。精子では精子核特異的タ
ンパク質プロタミンが卵細胞ヒストンに迅速に置換されることが知られている
が [47]、一方、本研究では円形精子細胞由来のヒストン(H2B)は置換遅延を示し
た。この結果は精子形成段階において step7-8 の円形精子細胞がまだグローバル
なアセチル化を得ていない段階であることから、アセチル化を経ないことによ
り、円形精子細胞のヒストンにおけるエピジェネティクな修飾が卵細胞ヒスト
ンと置換しにくい状態であり、結果として能動的 DNA 脱メチル化不全につなが
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ったのかもしれない。 
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第 5 章 ROSI 胚前核期における DNA メチル化のライブセ
ルイメージングと胚発生異常 
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第５章 ROSI 胚前核期における DNA メチル化のライブセルイメージ
ングと胚発生異常 
5.1. 緒言 
ROSI 胚前核期の雄性前核では、Tet3 タンパク質の局在が低下し、その結果
能動的 DNA 脱メチル化が迅速に進行しないことが明らかになった。そしてその
エピジェネティクスな異常は円形精子細胞由来ヒストンの影響である可能性が
示唆された。Tet3 欠損マウスの研究では、Tet3 欠損マウスの精子と野生型の卵
を用いて受精させた胚は 11.5 日目で胚発生の顕著な発生遅延がみられ、産仔数
の平均は野生型の胚と比べて約 40％減少する [28]。ROSI で Tet3 タンパク質
局在に異常を示した胚は、その後どのような発生をたどるのであろうか。 
そこで本研究では ROSI 胚の脱メチル化の異常がその後の発生において異常
をきたすのかどうか、MBD による mRNA 発現を用いたライブセルイメージン
グ法により ROSI 胚を解析した後に、DNA 脱メチル化不全胚を選別して移植を
おこないエピジェネティクスな異常が胚に与える影響を調べた。 
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5.2. 材料及び方法 
5.2.1. 卵子及び雄性生殖細胞の採取 
供試卵子は、8-10 週齢の B6D2F1（日本 SLC）成熟雌マウス腹腔内にウマ絨毛
性性腺刺激ホルモン（PMSG、ピューメックス、日本全薬工業）、48 時間後にヒ
ト絨毛性性腺刺激ホルモン(hCG、あすか製薬)をそれぞれ 7.5 IU 投与し、約 15
時間後に卵管膨大部から採取した。卵子を扱う際の基本的な培養液は 5.6mM グ
ルコース添加 CZB 培地 [25]に 3mg/ml BSA、0.1mg/ml Polyvinyl alcohol (PVA)
を添加したものを用いた。膨大部から回収した卵子－卵丘細胞複合体は 0.1%ヒ
アルロニダーゼ含有 CZB 培地で卵子のみに裸化した。卵子は 37.5℃, 5% CO2 
in air、湿度 100%の培養庫内で CZB 培地を用いて培養をおこない、顕微授精に
は HEPES-buffered CZB 培養液を用いた。 
 精子および円形精子細胞は、10-12 週齢の B6D2F1（日本 SLC）成熟雄マウ
スの精巣上体および精巣から採取した。精子は精巣上体尾部の血液をろ紙で十
分にぬぐい、注射針を刺し採取した。円形精子細胞は精巣を赤血球溶解液
(155mM NH4Cl、10mM KHCO3、2mM EDTA、pH7.2)、5-10℃、中に置き精
巣の薄膜を除去した。精細管の塊を GL-PBS( 5.6mM D-glucose、5.4mM sodium 
lactate、0.1mg/ml PVA) 、5-10℃、中に移し、細断して穏やかにピペッティン
グした。細胞懸濁液は 37μm のナイロンメッシュでろ過後、GL-PBS で 3 回洗
浄して(200g、4 分間)、最終的に 100μl の GL-PBS に懸濁し 4℃保存した。 
 
5.2.2. 顕微授精 
マウス卵への顕微授精はピエゾドライブマイクロマニュピレータ（プライムテ
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ック）を用いて、微分干渉（ノマルスキー）倒立顕微鏡下で減数第二分裂中期の
卵子に円形精子細胞を注入した [17]。 
円形精子細胞は卵活性化因子を持たないため 3mM-7.5mM の塩化ストロンチウ
ム-CZB カルシウム不含培地で 20 分の卵活性化をおこなった。ICSI は精子の
卵活性化因子を熱処理で不活性化(56℃、45 分)したものを、ROSI 同様に活性化
卵子に注入した。 
 
5.2.3. 胚のライブセルイメージング 
ROSI 胚前核期のメチル化の観察は MBD mRNA 注入により蛍光標識された胚
でおこなった(Yamazaki et. Al.)。EGFP より撮影ダメージの少ない mCherry の
蛍光標識を付加した mCherry-MBD-NLS mRNA (大阪大学 山縣一夫博士より
寄与)をピエゾドライブマイクロマニュピレータにより卵に注入した。mRNA 注
入 4 時間後に ROSI または ICSI を行い、その後 CV1000 を用いて 37℃, 5% 
CO2 in air、湿度 100%の条件下でライブセルイメージングをおこなった。レ
ーザーの強さは、胚へのダメージを最小限にとどめるため、10 倍観察のときに
0.1mW の強さになるよう調整した。シグナルの観察は 60 倍の対物レンズでお
こなった。30 分～45 分毎に 1 回撮影を行ない、約 18 時間撮影した。 
 
5.2.4. 前核期胚のイメージング解析 
ライブセルイメージングにおける MBD タンパク質の蛍光強度の測定では、胚
の Z 軸(80μm)を 3μm 毎に撮影して、28 枚の画像をスタックした画像を作成
した。それらの画像を用いて ImageJ ソフトによる解析をおこない、雌性前核、
      
 
 
 
55 
雄性前核それぞれを囲んだ範囲の蛍光強度を平均値として数値化した。それら
の値から M/F ratio を求めてメチル化の分類をおこなった。 
 
5.2.5. 胚移植 
イメージング解析から、MBD M/F ratio の高低で２群に分類した胚を移植に用
いた。精管結紮雄マウスと交配した偽妊娠マウス（偽妊娠 0.5 日目）に麻酔を施
し、背側から開腹し、卵巣周囲の脂肪を引き出す事により卵巣、卵管、子宮を取
り出し、実体顕微鏡下で片側の卵管内に 6-10 個の胚を移植した。 
 
5.2.6. 統計解析 
ICSI から得られた 11.5 日目胚の CRL を正常値とし、ROSI で得られた 11.5
日目胚の CRL 正常値胚と CRL 異常値胚の胚数においてフィッシャーの正確確
率検定(Fisher's exact test)をおこなった。P 値＜0.05 を有意とみなした。 
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5.3. 結果 
mCherry-MBD-NLS の mRNA を MⅡ卵子に注入して 4 時間後に ROSI また
は ICSI を行い、それらの胚を用いて CV1000 でライブセルイメージングをおこ
ない画像を取得した(Fig. 5-1. A)。Yamazaki [39]らが解析をおこなった同様の
時期である PN4 で mCherry-MBD-NLS の雌雄それぞれの蛍光強度の測定をお
こない、MBD の M/F ratio を求めた。ICSI 胚と ROSI 胚においてそれぞれの
蛍光強度の分布を調べたところ、ICSI 胚では MBD M/F ratio 1.10 をピークに
持つ分布となり、一方 ROSI 胚では MBD M/F ratio 1.4 をピークとする分布に
シフトした(Fig. 5-1. B)。 MBD M/F ratio は Yamazaki らの結果からも 1.2 辺
りで ICSI 胚と ROSI 胚の割合が入れ替わる結果が示されている。ICSI 胚でも
ほとんどが 1.2 未満を示したため、MBD M/F ratio 1.2 未満を正常胚、MBD M/F 
ratio 1.2 以上を異常胚として分類して 2 細胞期に胚を偽妊娠マウスの卵管に移
植し、移植後 11.5 日目胚と 19.5 日目胚について胚発生の異常を調べた。 
移植した胚のそれぞれの MBD M/F ratio は ICSI で正常な MBD M/F ratio が
平均 0.9281 (n=21)で、ROSI の正常 MBD M/F ratio が平均 1.005 (n=66）、
ICSI の異常 MBD M/F ratio は平均 1.244 (n=8)、ROSI の異常 MBD M/F ratio
では平均 1.345 (n=58）であった(Fig. 5-2. A)。移植の結果、MBD M/F ratio が
異常な胚では着床率が低下する個体も見られたが(Fig. 5-2. B, C)、総合すると
着床率が移植胚あたり MBD 正常胚では 27 個(42%)、異常胚では 24 個(43%)、
胚発生率は MBD 正常胚では 13 個(20%)、異常胚では 9 個(16%)で、ともに有
意な差はみられなかった(Table. 5-1. A)。移植から 11.5 日目に得られた胚胎の
大きさにばらつきがみられたため、胎児の頭殿長(Crown-rump length : CRL)
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を測定した(Fig. 5-3. A)。ROSI 胚の MBD-Abnormal 胚を移植した胎児の頭殿
長に低い傾向が見られた(Fig. 5-3. B)。そこで ICSI の CRL 5.95mm- 7.25 mm
を正常範囲としたとき、MBD 異常胚と MBD 正常胚の正常範囲の胚の数の比
率においてフィッシャーの正確確率検定をおこなったところ有意差がみられ
た(p<0.05)。これらの結果から DNA 脱メチル化の異常は 11.5 日目胚の発生に
異常を示すことが明らかになった。Yamagata らはライブセルイメージングか
ら、2 細胞期に分裂する際に染色体の分離異常 (Abnormal chromosome 
segregation; ACS)が起こる胚は、その後発生しないことを明らかにしている 
[40]。我々は、ROSI 胚にどの程度 ACS があるのかを調べた(Fig. 5-4. A)。そ
の結果、Abnormal-MBD 胚 99 個中には 30 個(30%)の ACS 胚が、Normal-
MBD 胚 99 個中には 23 個(23%)の ACS が観察されたが、2 群間に有意差はみ
られず、これらは胚のメチル化の異常にかかわらず存在することが明らかにな
った。 
また 19.5 日目胚においても、同様の研究をおこなった(Table. 5-1. B)。着床率
が移植胚あたり MBD-Normal では 14 個(42%)、MBD-Abnormal では 20 個
(31%)、胚発生率は MBD-Normal では 9 個(27%)、MBD-Abnormal では 14 個
(21%)で、ともに有意な差はみられなかった。胚胎と胎盤の重さを測定したと
ころ(Fig. 5-5)、体重では MBD-Normal（平均 1.691g）、MBD-Abnormal (平均
1.629g)で MBD-Abnormal のグループにおいて体重がばらつき、また胎盤の重
さでは MBD-Normal（平均 0.124g）、MBD-Abnormal (平均 0.135g)で MBD-
Abnormal のグループが重い傾向にあったが、いずれも２群間に有意差はみら
れなかった 
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Fig. 5-1.  mCherry-MBD1-NLS mRNA 注入卵を用いた ROSI 胚のライブ
セルイメージング 
A) mCherry- MBD1- mRNA 注入卵で ROSI を行った PN4 の胚。左は MBD M/F ratio が
1.2 未満の正常な胚。右は MBD M/F ratio が 1.2 以上の異常胚。赤: mCherry-MBD。 
B) ICSI では約 1.1 をピークとする分布を示した。一方 ROSI 胚では約 1.4 をピークとす
る分布にシフトした。 
A) 
 
 
 
 
 
B) 
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Fig. 5-2. MBD1-Normal、-Abnormal に分類した ROSI 胚移植 
A) MBD1 M/F ratio は 1.2 未満を MBD-Normal、1.2 以上を MBD-Abnormal
と分別して移植をおこなった。 B) MBD1-Normal、-Abnormal に分別した 2-
cell それぞれを 0.5 日目の偽妊娠マウスに移植し、11.5 日目に開腹をおこない
着床の有無、胚の発生を観察した。 
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Table. 5-1 ROSI と ICSI における MBD-Normal と MBD-Abnormal 胚
それぞれの移植結果 
 
 
A) 
 
 
 
B) 
 
  
 
 
 
 
 
 
  
Procedure
DNA methylation
status
No. 2PN at 8h and
No. 2-cell at 24h
embryos
No. (%) embryos
implanted/transferred
No. (%) embryos
that developed to
fetuses at E11.5
ROSI Normal 64 27/64 (42) 13 (20)
Abnormal 56 24/56 (43)   9 (16)
ICSI Normal 18   9/18 (50)   6 (33)
Procedure
DNA methylation
status
No. 2PN at 8h and
No. 2-cell at 24h
embryos
No. (%) embryos
transferred / embryos
implanted
No. (%) embryos
that developed to
fetuses at E19.5
ROSI Normal 33 14/33 (42)   9 (27)
Abnormal 65 20/65 (31) 14 (21)
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Fig. 5-3. MBD-Normal と MBD-Abnormal 11.5 日目の胎児頭殿長 
A) ROSI 胚移植後 11.5 日目胚の胎児を示した。 胎児の大きさは黄色のラインで示す頭殿
長を測定した。 B) ROSI MBD-Abnormal 胚、MBD-Normal 胚、ICSI－Normal 胚の移
植結果における胎児の頭殿長のグラフ。 
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Fig. 5-4. ROSI 胚の ACS の割合 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 5-5. 19.5 日目胚における体重と胎盤の重量 
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5.4. 考察 
mCherry-MBD-NLS の mRNA 注入卵を用いたライブセルイメージング解析
から、ROSI 胚における脱メチル化異常胚の胚発生について調べた。それらの
観察では、MBD M/F ratio が 1.2 以上の高メチル化胚、すなわち DNA 脱メチ
ル化不全をおこしている胚とした。ROSI における DNA 脱メチル化不全胚で
は、着床率や胚発生率において正常なメチル化を示す胚と比べて有意差はみら
れなかったが、11.5 日目胚の発生にばらつきがみられた。胎児の大きさでは脱
メチル化異常胚と正常胚の胎児の正常範囲の比率において有意差がみられた。
これらの結果から本研究では ROSI 胚の一部の DNA 脱メチル化不全胚におい
て、11.5 日目の胎児で発生遅延をおこすことを明らかにした。また、その発生
遅延は 19.5 日目において、重大な発生遅延にならないことも明らかになっ
た。Tet3 ノックアウトマウスによる機能欠損の影響では、11.5 日目胚で胚発生
の顕著な発生遅延がみられ、産仔数の平均は野生型の胚と比べて約 40％減少す
ることから DNA 脱メチル化不全は胚の生存に壊滅的な影響を及ぼさないが 
[28]発生できない胚もみられること明らかになっている。本研究においても
ROSI 胚において Tet3 タンパク質局在低下に端を発する DNA 脱メチル化不全
が胚の生存に重大な影響がないことが示された。DNA メチル化において遺伝
子発現が抑制されることを考慮すると、本研究の結果は、ROSI 胚において
Tet3 タンパク局在低下により脱メチル化不全をおこした胚が時期特異的に発現
する遺伝子発現を抑制して発生遅延につながり、しかし発生にかかわる重要な
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遺伝子発現領域に関しては重大な脱メチル化不全をおこしていないのかもしれ
ない。 
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第６章 結論 
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第６章 結論 
本研究の目的は、ROSI の生殖工学技術が雄性前核における能動的 DNA 脱メ
チル化にどのような影響を与えるのかを詳細に調べ、またそれらがその後の胚
発生に及ぼす影響を知ることである。この目的のために本研究では、マウス
ROSI 胚特異的にみられる雄性前核の脱メチル化機構や、脱メチル化における水
酸化酵素の局在、円形精子細胞由来ヒストンと脱メチル化の関係、またそれらの
結果をもとに雄性前核の脱メチル化機構の異常におけるその後の胚発生につい
て解析をおこなった。 
 
はじめに、マウス胚前核期、すなわち受精後 12 時間の間に起こる雄性前核の
能動的な DNA 脱メチル化において ROSI 胚での異常を明らかにした。
Kishigami らは ROSI 胚の雄性前核の 5mC について PN3 での正常な脱メチル
化と PN4 における異常な再メチル化を免疫細胞化学的に示した [24]。その後、
2011 年に雄性前核の能動的な DNA 脱メチル化機構では水酸化酵素である Tet3
タンパク質によって 5mC から 5hmC に変換されることが示されたことから 
[28] [29] [30] [31]、本研究では、今まで明らかにされていなかった ROSI 胚前
核期における 5mC と 5hmC の免疫細胞化学での解析をおこなった。その結果
ICSI 胚と比較して一部の ROSI 胚では、PN3 から 5mC レベルが高く推移して
脱メチル化不全を示したため、これらは Kishigami [24]らと異なる結果となっ
た。 
次に ROSI 胚における脱メチル化の異常が Tet3 タンパク質の局在と関連があ
るのかどうかを調べた。ROSI 胚前核期の雄性前核で脱メチル化が明瞭に確認さ
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れた PN3 における Tet3 タンパク質局在を免疫細胞化学により解析した結果、
ICSI 胚と比べて ROSI 胚の雄性前核では Tet3 タンパク質局在の低下が見られ
た。すなわち ROSI 胚前核期における雄性前核の能動的な DNA 脱メチル化は、
5mC の水酸化を担う Tet3 タンパク質の局在低下の結果、十分に行なわれずに
脱メチル化不全になることが明らかになった。最近の知見として雌性前核にも
Tet3 タンパク質が局在・機能することで、脱メチル化することが示されており 
[48]、雌雄前核における脱メチル化機構は今後さらに詳細に明らかになると考え
られる。 
また、ROSI と ICSI で大きく異なる点として精子と円形精子細胞のクロマチ
ン構造が挙げられる。精子はプロタミンにより高度に折りたたまれ、受精後に卵
細胞質内で速やかに脱凝集、卵のヒストンを取り込み前核形成することができ
る。ライブイメージングによる mCherry-MBD-NLS mRNA 注入卵における
H2B-EGFP シグナルの観察から、ROSI 後の円形精子細胞由来のヒストンは緩
やかに置換され、その時間にはばらつきが見られ、H2B-EGFP シグナルの消失
時間と同時に観察した MBD M/F ratio に正の相関がみられた。すなわち、円形
精子細胞由来のヒストンがなんらかの理由で卵細胞由来のヒストンの置換遅延
が起きた場合、その遅延が DNA 脱メチル化不全に関与することが明らかになっ
た。能動的 DNA 脱メチル化が PN3 で顕著に起こることを考えると、その時期
のヒストンの置換遅延が DNA 脱メチル化不全を引き起こす可能性は十分に考
えられる。たとえば、雌性前核は前核期において顕著に Tet3 タンパク質の作用
を受けない。その仕組みは Primordial germ cell 7 (PGC7)が H3K9me2 のヒス
トン修飾を認識して複合体を形成することにより Tet3 タンパク質との結合を阻
      
 
 
 
69 
害するからである [36]。もし円形精子細胞に同様の tet3 タンパク質結合の保護
機能があった場合、円形精子細胞由来のヒストンが PN3 に置換が終了している
または終了していないかの状態によりその胚の脱メチル化状態は変わってくる
可能性が考えられる。 
 
ライブセルイメージング解析から ROSI 胚前核期での雄性前核の DNA 脱メ
チル化不全がマウスの胚発生においてどのような影響があるのか調べた結果、
着床率や得られた胎児数に有意な差はみられなかったが、11.5 日目胚では脱メ
チル化不全胚で発生遅延がみられた。しかしながら 19.5 日目胚では体重、胎盤
の重さに有意な差は見られなかったことから、ROSI 胚の脱メチル化不全の影響
は一時的に胚発生が遅延するものの、正常に出産に至ることが明らかになった。
これらの結果から脱メチル化の目的をあわせて考えると、脱メチル化不全を引
き起こした胚では時期特異的に発現する遺伝子が抑制されることで胚発生の遅
延につながっているのかもしれない。 
 
円形精子細胞は成熟精子とクロマチン構造が異なることから、今後はそのク
ロマチン構造の違いから ROSI 胚におけるエピジェネティクスな異常について
アプローチをおこないたい。Hazzouri らは [45]円形精子細胞のアセチル化を人
為的に起こすことに成功している。このようにエピジェネティクスな修飾を人
為的に変化させることも可能であるため、ROSI 胚においてもメチル化レベルを
低下させることで ROSI 胚前核期の雄性前核における能動的な DNA 脱メチル
化状態を作り出し、成熟精子と同様のクロマチン環境にすることができるかど
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うか、近年明らかになりつつあるエピジェネティクスの仕組みを利用して明ら
かにしていきたい。また、ヒト ROSI は現在マウスと同様に産子率が低く、実用
段階には至るほどの結果が得られていないが [49] [50]、今後、精巣内精子のい
ない重度の男性不妊症に対して ROSI の必要性が高まると考えられる。現段階
ではマウスで多くの卵を使用しても低率な産仔しか得られず、また本研究でも
ROSI 胚の着床、産仔率低下の原因解明には至らなかったため、それらの改善に
向けてさらなる研究が必要とされる。 
 
本研究では ROSI 胚において能動的 DNA 脱メチル化不全というエピジェネ
ティクス異常が生じることを明らかにした。その原因の一つとして、円形精子細
胞ヒストンが卵細胞ヒストンに置換される時間が、精子プロタミンの置換と比
べて時間がかかり DNA 脱メチル化が正常に進行しない可能性が考えられた。
DNA脱メチル化不全が実際のROSI胚の発生低下につながっているという直接
的な証拠は得られなかったが、両者に相関関係があることが示された。本研究は、
哺乳類 ROSI 胚におけるエピジェネティックス特性を初めて本格的に明らかに
したものである。本研究の成果は、今後、精子完成における核タンパク質変遷の
生物学的意義の解明および臨床における ROSI 技術の改善につながると考えら
れる。 
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